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研究成果報告書
背景と目的
Decay-accelerating factor (DAF)や CD59などの補体活性化制御蛋白は、
血液に接するほとんどの細胞に発現しており、細胞表面での自己補体の活性
化を阻止することにより補体による細胞傷害を防いでいる。これまでに腸上
皮細胞自身が局所において補体成分を産生分泌していることを明らかにして
きた。一方では腸上皮細胞の管腔側細胞膜にはDAFの強い発現が認められ、
補体の活性化による粘膜傷害から防御されている。遺伝的にDAFの発現が欠
損す家系では原因不明の炎症性腸疾患類似の消化管病変を合併する。
本研究では腸上皮細胞に発現する DAFに着目し、 DAF発現の制御機構
を明らかにするとともに、炎症性腸疾患の粘膜傷害機序における DAF発現の
制御機構の異常の関与を明らかにすることを目的とする。
実験方法と結果
1.DAFmRNAおよびDAF蛋白のサイトカインによる誘導
1) DAFmRNAのTNF-alphaによる誘導
2) 
HT-29， T-84， Caco之の各々の celllineに50ng!mlのTNF-alphaを添加し
6時間後のDAFmRNAの発現はcontrolmediumに比較して増強された。
HT-29にTNF-alphaを0.001-100ng!mlの濃度で添加し、6時間後の DAF
mRNAは濃度依存性に増強が見られた。
HT-29にTNF-alphaを10ng!mlの濃度で添加し、 1，3， 6， 12， 24時間後
のDAFmRNA量を比較したところ、 3-6時間後の mRNA量がピークと
なった。
DAF蛋白のTNF-alphaによる誘導
HT四29，T-84， Caco-2の各々の celllineに10ng!mlのTNF-alphaを添加し
24時間後の培養上清中 DAF蛋白を WesternBlotで検討したところ、い
づれの celllineでも発現が増強した。
3) DAF mRNA誘導に対する TNF-alphaとIL-4の相乗的効果
HT-29，T-84細胞にTNF-alpha単独、 IL-4単独、 TNF-alpha+IL-4を添加
し、 6時間後の DAFmRNAをNorthernBlotで解析した。両者には相乗
的効果が見られた。
DAF蛋白誘導に対する TNF-alphaとIL-4の相乗的効果
HT-29， T田84細胞にTNF-alpha単独、 IL-4単独、 TNF-alpha+IL-4を添加
し、 24時間後の DAF蛋白を WesternBlotで解析した。両者を添加する
ことにより、各単独添加よりも DAF蛋白は強く誘導された。
2.潰療性大腸炎患者病変粘膜におけるDAF蛋白および、 mRNAの発
車
1) 潰蕩性大腸炎患者病変粘膜での DAF蛋白の検出
大腸内視鏡にて観察し得た潰蕩性大腸炎患者の病変部粘膜を患者の同
意のもとに採取し、固定後、凍結切片を作成し、モノクロサル坑DAF抗体
を用いて免疫組織染色にて検討した。
正常の大腸粘膜では上皮細胞の基底膜側に DAFの発現が見られたが、
活動期の潰疹性大腸炎病変粘膜では管腔側にDAFの強い発現がみられ
た。
2) 潰疹性大腸炎患者病変粘膜でのDAFmRNAのinsitu hybridizationに
よる検出
cRNAprobeを用いたinsitu hybridizationによる検討でも DAFmRNAの
発現は大腸粘膜の crypt上1β の上皮細胞に特に強い傾向が確認された。
3) 潰蕩性大腸炎患者病変粘膜での DAFmRNAの発現
生検材料より totalRNAを抽出し、 RT-PCR法により DAFmRNAの発
現を検討したところ、病変粘膜において DAFmRNAの発現の充進が見
られた。
